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摘 蓝 ”本 文采 用 垂直 板 聚 再 断 酰胺 凝 眩 电 读 方法， 研究 了 安徽 产 游 蛇 科 5 种 蛇 的 肌 、 肝 、 
心 、 肾 4 种 组 织 乳 酸 脱 气 酶 (LDH) 辣 工 酶 。 结 果 表 明 ， 蛇 类 LDH 同 工 酶 存在 着 明显 的 组 织 及 种 
读 的 特异 性 ， 它 们 可 以 作为 识别 物种 的 生化 指标 。 本 文 还 利用 各 物种 (QTU) 不 同 组 织 LDH 的 
点 、 吾 亚 基 比值 建立 相似 系数 乍 阵 ， 进 行 聚 类 分 析 ， 唐 步 探讨 了 种 癌 的 亲 绢 关 承 。 


关键 词 UH. he PM pig- 


Bg LIKER A E BC, R ELA E ME (fo il E, 进化 及 系统 分 类 的 一 种 行 之 有 
效 的 实验 方法 (能 全 沫 ，1992; Sharma, 1986), LDH 同 工 酶 系统 具有 明显 的 种 族 及 组 织 
特异 性 ， 可 作为 一 项 生化 遗传 指标 用 于 物种 分 类 及 种 间 亲 绿 关 系 的 和 古 究 ( 史 沪 仙 ，1984; 
李 胜 全 ，1992)。 游 蛇 科 是 现 有 蛇 类 中 种 类 最 多 的 一 个 科 ， 分 布 广 、 形 态 多 样 ， 分 科 及 亚 
TCU EAE XE RU —(BREEXE, 1991), HEBEUTKE Natrix tigrina lateralis (Berthold)， 水 赤 
链 游 蛇 Natrix annularis (Hallowell), SG HiXE Zaocys dhumnades (Cantor), 88 Hi*b 
A Ophcodrys major (Guenther), ZK8t£XKb Dinodon refozonatum (Cantor) R üt Kb F} 4 个 
i 属 ， 对 它们 的 形态 分 类 和 细胞 遗传 的 研究 前 人 已 作 了 很 多 工作 ( 张 服 基 ，1984，1988; B 
E, 1991; 杨 友 金 ，1986 等 )。 而 有 关 LDH 同 工 酶 的 研究 ， 尚 在 国内 外 未 见 有 报道 。 
本 文 对 该 5 种 蛇 的 LDH 同 工 栈 进行 了 比较 研究 ， 以 期 能 对 游 蛇 科 种 间 亲 缘 关 系 的 研究 提 
i 4 种 组 织 的 生化 遗传 指标 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 
EARE, 15). BHEOS) RAUS, 19). KARRO, 15), 7 
BEXE(12, 2389F 1993 4£ 5 月 采 自 安徽 省 广 德 县 ， 均 为 成 体 。 
1.2 样品 制备 
活体 解剖 取出 肌 、 肝 、 心 、 肾 4 种 组 织 ， 用 生理 盐水 洗 2 一 3 次 ， 取 0.5 g 先兆 并 得 
碎 ， 加 5 倍 体积 (wy v) 0.1 M (pH7.U0 的 磷酸 缓冲 液 置 玻 瑞 匀 奖 器 中 冰 浴 匀 桨 ，、 匀 浆液 冷 
ÆA L (5000 r / min) 30 min, Hx E i PE 5s 0.0259 5918 BA c 5099 HH HE E 4 : 1 385), A 


本 文 1993 年 11 H 6 HEC, 1994 Æ 7 H 29 H lil 
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用 。 
1.3 电泳 方法 

采用 垂直 板 察 丙烯 酰胺 上 凝 胶 电 访 分 离 LDH [8 TER. ARRE 1.0mm, 2r HER HE 
T=6.0%; 电 访 缓冲 液 为 Tris-Gly (pH8.32X ^b, BAE AC 的 冰箱 中 进行 ; 起 始 电压 
为 100V, 30 min 后 升 至 250V, EEH} 4h. 
1.4 同 工 酶 染色 及 扫描 

同 工 酶 的 染色 参照 李 胜 全 {1992) 的 方法 。 妆 色 后 凝 胶 用 7.0%% 乙 酸 液 制 成 永久 胶片 。 
EAHA ARAH EHE Cs-930 薄 层 双 波 长 扫描 仪 进行 ， 波 长 为 580 nm. 
LDH 的 A $n B EHARA Gerald (1972); ik. Bl; AoEJE-LDHg4- 3/4 LDH;+ 
1/2 LDHyt 1/4 LDH, B 3E - LDH,-3/4 LDH,- 1/2 LDH4- 1/4 LDH, 3f 
计算 每 种 组 织 的 A / B 值 。 各 种 同 工 酶 的 相对 含量 均 以 光 密 度 扫 描 的 相对 面积 值 表 示 。 
1.5 WHH 

fk AB EMOTUYTISZ£LDHHBS)A/B!íÉ, &ir*iBE,. HA 5 个 种 间 的 相似 


性 系数 (用 欧 氏 距离 系数 表示 )， 计 算 公式 为 dy = | Yu ya)? (其 中 j=l, 2 = 


-som, mo 指 有 5 个 OTU; n 表示 有 4 种 组 织 ，yw-y 表示 某 两 个 物种 间 同 一 组 织 
A/B 的 差 值 )。 最 后 对 5 个 OTU 用 单 联 法 进行 聚 类 ( 钟 扬 等 ，1990)， 绘 出 聚 类 图 。 


2 结果 


2.1 肾脏 组 织 LDH 同 工 酶 的 比较 

S $PÉEBS'EEEZLIR LDH 同 工 酶 的 共同 特征 是 均 缺 少 LDH 区 带 和 B 亚 基 含量 丰富 。 
各 种 蛇 的 LDH 区 带 相对 含量 有 较 明显 的 差异 ， 其 中 水 赤 链 游 蛇 富 含 LDH;，A/B 比值 
较 高 ， 且 相对 迁移 率 也 与 其 它 各 种 有 差异 ; GAAR Ab LDH LDH, Æ 
带 ， 其 它 同 工 酶 的 活性 也 较 相 近 ({ 图 1 6-10; 表 1)。 
2.2 MAH LOH 同 工 酶 的 比较 

5 种 蛇 肌 肉 组 织 LDH 同 工 酶 的 共同 特征 也 是 LDH, ik A PS TETR EC 1: 1—5), 5 
种 蛇 中 ， 虎 斑 游 蛇 与 水 赤 链 游 蛇 的 LDH ;活性 均 最 高 ，A/ B 相近 ， 只 是 后 者 有 较 弱 的 
LDH, 区 带 ; 其 余 3 种 蛇 的 A / B 值 相 近 ， 其 中 滁 青 蛇 与 乌 梢 蛇 缺 少 LDH;， 而 赤 链 蛇 有 
极 弱 的 LDH, MER 2)。 

41 5 种 蛇 肾 脏 组 织 LDH 同 工 酶 相对 活性 及 亚 基 含量 (%) 
Tab. 1 The relative activities and subunit contents of LDH isozymes 
of kidney in five species of colubridae 


品 种 LDH; LDH, LDH, LDH, LDH, AW B3 A/B 
MWEN. tigrina lateralis) 5.9 D 28.7 31.1 34.3 28.0 72.0 0.39 
RALO. major) 0 D 31.5 33.4 35.1 24.1 759 0.32 
DBRSRELZ. dhumnades) 0 D 309 35.1 34.0 242 75.8 0.32 
ZkRBEBEREUN. annularis) 29.7 D 22.5 224 254 46.6 53.4 0 87 
ZRBERE(D. rufozonatum) 17.1 0 25.7 28.6 28.6 37.1 62.9 0.59 
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表 2 5 种 蛇 肌 肉 组 织 LDH 同 工 酶 相对 活性 及 亚 基 含 量 (%) 
Tab. 2 The relative activities and subunit contents of LDH isozymes 


of muscls in five species of colubridae 


品 种 LDH, LDH, LDH, LDH, LDH, AE BE# A/B 
BEDIEN. Higrina lateralis) 354 0 21.2 20.8 225 $12 48.8 105 — 
AUTE. major) 0 0 26.3 38.4 353 228 712 U 30 
GAEZ. dbunnades) 0 0 25.6 27 417 21.0 79.0 0.27 
水 赤 链 游 蛇 (WwW- annularis) 304 84 19.2 18.6 224 51.0 49.0 1 03 
JREETE(D. rufozonazttin) 3.2 0 305 35.4 30.9 27.3 72.7 0.38 


2.3 ”肝脏 组 织 LDH 同 工 本 的 比较 

5 种 蛇 的 肝脏 组 织 LDH 同 工 酶 特征 是 LDH ;活性 高 ，A 亚 基 含量 丰富 ，A/B 值 相 
近 ( 表 3)。 就 种 族 而 言 ， 水 赤 链 游 蛇 含有 较 高 的 LDH, 活性 ， 各 种 同 工 酶 的 迁移 率 与 其 它 
种 也 有 差异 (图 2，1-5)， 赤 链 蛇 的 LDH, 和 LDH, 活性 均 较 高 ， 但 LDH,. LDH, 活性 
IHE. LDH, 缺失 ; 此外， 除 水 杰 链 游 蛇 外 ， 共 余 儿 种 蛇 的 LOH 同 工 酶 有 丰富 的 亚 带 出 
现 。 
2.4 心脏 组 织 LDH 同 工 醇 的 比较 

5 种 蛇 的 心脏 组 织 LDH A LE RIEA AHA. EIE LDH; LDH, 的 活性 ， 除 
赤 链 蛇 有 较 低 的 LDH, 活性 人 外， 其 余 种 类 也 都 缺少 LDH; 区 带 ; 它们 的 B OEH AEE 
富 ，A / B 值 较 低 ， 体 现 了 耗 气 型 组 织 的 LDH 同 工 醇 的 分 布 特征 。 另 外 ， 在 LDH, 的 前 
沿 ， 各 种 蛇 均 有 1 一 2 条 问 阳 极 访 动 较 快 的 区 带 (图 2，6~10， 表 4). 


表 3 5 种 蛇 肝 脏 组 织 LDH 同 工 酶 相对 活性 及 亚 基 含 是 (9o) 
Tab. 3 The relative activities and subunit contents of LDH isozymes 


of liver in five species of colubridae 


Sh 种 LDH, LDH, LDH, LDH, LDH, A 亚 基 B 亚 基 A/B 
席 竹 游 昵 (WiRgnmna lateralis) 344 0 30.6 20.5 14.5 54.8 45.2 L21 
RAEO. major) 391 0 265 20.4 14.0 57.5 42.5 1.35 
GĦ. dhumnades) 356 0 263 224 15.7 54.4 45.6 1.19 
KAIEN. annularis) 27.2 17.3 21.5 172 16.8 55.2 44.8 1.23 
HED. rufozonatum) 50.4 0 79 6.5 352 56.0 44.0 1.27 


表 4 5 种 蛇 心 肌 组 织 LDH [5T SHSXHSTER SEX SECOS) 
Tab. 4 The relative activities and subunit contents of LDH isozymes 


of heart in five species of colubridae 


唱 P LDH, LDH, LDH, LDH, LDH, AW BE  A-'B 
RAEN. tigrma lateralis) Ü Q 0 32.2 678 8.1 91.9 0.09 
SRTPWE(O. major) 0 0 0 19.4 806 49 95.1 0.05 
GHEZ. dhumnades) 0 0 0 36.1 63.9 9.0 91.0 0.10 
水 赤 链 游 蛇 (和 N. annularis) 0 0 0 31.7 68 3 7.9 92.1 0.09 
REED. rufozonatum) 0 0 29 318 65.2 94 90.6 0.10 


2.5 聚 类 分 析 结 果 
LDH 同 工 酶 具有 种 族 及 组 织 的 特异 性 ， 是 一 种 比较 稳定 而 允 有 其 特征 性 的 生化 指标 
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3x 5 游 蛇 科 5 种 蛇 间 的 欧 氏 距 高 系数 


Tab. 5 The euclidean distance coefficient among five species of colubridae 
pes de AFE 5, Hit KARBE tg e zr atit 








BEBEBERE(N. rigrina lateralis) 0 0.30 0.29 0 7I 0.70 
HEIO. major) 0 0 17 0.92 0.77 
Gti. dhumnades) 0 0.94 0.78 
7kzkBENPREQN. annularis) 0 0.48 
JRSENE(D. rufozonatum) 0 
LDH.: 
LDHs LDH 
in LDH; * 
LUH, 
-DH 2 pa ' : LDH: an 后 ar Mor --— 
«DH; E] diu MEF i a LDH; "ts Lal sb dO qu 
2 z 
图 1 SPENSER LDH [8 T Bei 图 2 5SfspEERF. CHRR LDH FS] T BRUN 
(1-5 为 肌肉 ，6-10 为 肾脏 ) Fig. 2 The zymograms of LDH isozyme 
Fig. 1 The zymograms of LDH isozyme of tissues; liver and heart of five species in 
of tissues; muscle and kidney of five species colubridae (1-5; Liver, 6—10: Heart) 
in colubridae (1-5: Muscle, 6—10: Kidney) l, 6: AWIE N. tigrina lateralis. 2, 7: kara Wt 


I, á MPC N. tigrina lateralis 2, 7: kART Wett N annularis 3, 8: GĦ Z. dhumnadesi 4, 9. R 
N. annularis 3, B: Bi Z. dhumnades, 4. 9, 38 Fit O. majori 5, 10: RIE D. rufozonatum 
Hit O. majors 5, 10: RIE D. rufozonatum 

i noa jen 

LER 

D. cufoenutnia 

N- tapiada Faterotrs 


N. unoulari 
07 06 0.5 04 03 0.2 Q.] 0 


图 3 5 种 蛇 的 模糊 京 类 图 
Fig. 3 The fuzzy cluster of five species in colubridas 


能 全 沫 ，1992)。 本 实验 在 进行 个 体 间 相 同 组 织 的 LDH 同 工 酶 比较 时 ， 发 现 其 同 种 个 体 
闻 设 有 差异 ， 同 种 瞧 、 雄 之 间 也 无 差异 ， 充 分 显示 了 LDH 同 工 酶 的 稳定 性 。LDH AL 
酶 的 A. B 亚 基 相 对 含量 间接 地 反映 了 基因 型 的 存在 及 基因 的 表达 调控 ， 因 而 选取 不 同 物 
种 相同 组 织 A / B 比值 建立 数据 矩阵 ， 可 用 于 进行 数量 分 类 的 研究 。 根 据 各 物种 不 同 组 织 
AZB 值 ， 计 算出 各 种 问 的 欧 氏 距离 系数 ( 表 5)， 用 单 联 流 聚合 的 结果 表明 : ETERE IS S, 
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梢 蛇 的 亲缘 关系 较 近 ， 它 们 可 在 0.17 单位 下 聚 为 一 类 ; 而 赤 链 蛇 可 在 0.3 单位 下 与 前 两 
者 聚 类 ;， 虎 班 游 蛇 与 水 赤 链 游 蛇 二 者 可 在 0.48 单位 下 聚 类 ，5 种 蛇 都 可 在 0.70 fp TX 
为 一 类 (图 3)。 

3 讨论 

3.1 从 上 述 的 结果 可 以 看 出 ， 游 蛇 科 5 种 蛇 的 LOH 同 工 栈 明显 地 存在 着 组 织 和 种 族 的 
特异 性 。 在 不 同 的 组 织 器 官 中 ， 需 氧 型 组 织 ( 心 脏 、 皮 脏 )B 亚 基 含量 丰富 ，A/B 值 较 
低 ， 而 缺 氧 型 组 织 (肝脏 )A 亚 基 活性 较 高 ， 这 与 其 它 高 等 动物 LDH 同 工 藤 的 研究 结果 相 
似 ( 李 士 鹏 ，1987);， 蛇 类 的 肌肉 组 织 发 达 ， 其 运动 依赖 于 肌肉 的 收缩 ， 从 肌肉 组 织 LDH 
同 工 复 的 相对 含量 看 ， 不 同 种 类 差异 较 大 ， 表 明 蛇 类 肌肉 组 织 内 糖 代谢 类 型 有 多 样 性 。 其 
二 ， 在 蛇 类 不 同 组 织 LDH 同 工 蓝本 谱 中 ，LDH. 区 带 医 性 较 强 或 者 缺失 ， 这 一 结果 与 李 
隆 全 等 (1992) 对 腹 蛇 的 研究 结果 相似 。 缺 少 LDH. 酶 带 的 机 制 尚 不 清楚 。Shaklee(1974) 在 
研究 了 某 些 硬 骨 鱼 类 LDH ALH, ERRA LDH, $ LDH, 的 缺失 ， 他 们 认为 与 活 
体 中 细胞 代谢 环境 的 特异 性 有 关 ， 如 pH 值 等 条 件 ， 可 能 导致 某 些 酶 分 子 的 降解 。 关 于 蛇 
类 LDH, 的 缺失 现象 ， 仍 有 待 进一步 研究 。 第 三 ， 在 所 研究 的 肝 胜 、 心 胜 组 织 中 ， 
LDH;、LDH, fi LDH, 的 区 带 有 多 种 类 型 的 亚 带 出 现 。 研 究 表明 ， 亚 带 的 产生 是 源 于 亚 
基 在 翻译 后 水 平 上 的 化 学 修饰 造成 的 {Klose，1975)， 丰 富 的 亚 带 具有 重要 的 生理 意义 。 
Fine(1963) 认 为 ， 各 种 动物 肝 组 织 中 LDH 同 工 酶 的 分 布 各 有 其 特点 它 与 读 动 物 的 食性 、 
行为 有 关 ， 多 种 亚 带 ， 使 得 该 酶 对 糖 代谢 的 调控 更 加 精细 准确 。 蛇 类 肝 、 心 组 织 丰 富 的 亚 
带 出 现 ， 表 明 蛇 类 在 适应 陆地 环境 、 食 性 等 方面 具有 较 高 的 进化 特点 。 从 不 同 种 族 的 
LDH ALWE, ki yt LDH [s T Sgü9 xt 35 Cx 4 种 蛇 有 较 大 的 差异 ， 且 肌 
肉 和 肝脏 组 织 有 较 弱 的 LDH, 活性 ， 而 其 余 蛇 类 则 元 ; 赤 链 蛇 的 肝 组织 除 无 LDH, 活性 
5t, LDH, RI LDH, 的 活性 也 较 弱 ， 软 青 蛇 与 乌 梢 蛇 二 者 在 4 种 组 织 中 ， 酶 谱 类 型 十 分 
相近 ， 充 在 相对 含量 上 有 区 别 ， 虎 手 游 蛇 的 肌肉 组 织 LDH; 丰富 ， 其 酶 谱 类 型 与 水 赤 链 
游 蛇 较 相近 。 

-3.2 本文 研究 的 5 种 蛇 分 属于 游 贮 科 4 个 属 。 张 服 基 等 (1984) 通 过 对 蛇 类 半 阴 茎 的 形态 
比较 研究 ， 把 上 述 种 属 归 为 3 类 ， 即 Elaphe Æ., Natris 类 和 Lycodon 类 。 本 文通 过 对 
LDH 同 工 醇 的 比较 研究 ， 并 进行 从 类 分 析 ， 得 出 避 青 蛇 与 乌 梢 蛇 二 者 亲 绿 关系 很 近 ， 赤 
链 蛇 与 前 两 者 次 之 ， 而 虎斑 游 蛇 与 水 赤 链 游 蛇 的 关系 较 近 ， 束 类 结果 也 有 3 个 类 群 ， 此 与 
半 阴 茎 形态 研究 结果 十 分 一 致 ， 世 证 实 了 骨骼 解剖 研究 的 结论 ( 张 服 基 ，1988)。 表 明了 物 
种 间 的 形态 玫 型 差异 与 生化 遗传 上 的 差异 存在 着 对 应 的 关系 。 赵 尔 密 (1981) 认 为 ， 生 化 指 
标 在 研究 腹 蛇 种 内 及 种 间 分 类 关系 时 ， 具 有 重复 性 高 ， 不 受 季节 、 个 体 差 异 的 影响 等 优 
点 。 本 文 所 获 LDH 同 工 栓 的 结果 ， 可 作为 生化 遗传 指标 之 一 ， 并 为 蛇 类 分 类 及 系统 发 育 
研究 提供 了 有 价值 的 佐证 资料 。 
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THE LDH ISOZYME PAGE ANALYSIS OF FOUR 
TISSUES OF FIVE SPECIES IN COLUBRIDAE 


Nie Liuwang Guo Chaowen Wu Xiaobing 


(Department Biology Anhui Normal University Wuhu 241000) 
Abstract 


This paper reported LDH isozymes about four kinds of tissues of kidney, muscle, 


liver, and heart in five species of Colubridae; Opheodrys major (Guenther), Natrix tigrina ; 
lateralis (Berthold), Zaocys dhumnades (Cantor) Natrix annularis (Hallowell), Dinodon 
refozonatum | (Cantor) by using polyacrylamide gel electrophoresis and optical density scanni- i 


ng. The results indicated that LDH isozyme of snake had tissue specificity and different 
LDH zymograms in each tissue of the animals, LDH zymograms may be used to identified 
species as one kind of index of biochemistry. In this paper, using A/B ratio of LDH 
isozymes of various tissue in five species established the matrix of euclidean distance 
coefficient and carried it analysis of fuzzy cluster. The reporter discussed preliminary the rela- 
tion among five species in this paper. 

Kew words Colubridae. LDH isozyme, Analysis of fuzzy cluster 


